I 




# 



DEUTSeBTDEMOKRATISCHE REPUBLIK 
AMT FOR ERFINDUNGS- UNO PATENTY/ESEN 



Wlrtschaftspatent 

Erteilt gemaa S 5 Absatz 1 de$ Anderungsgesetzes zum Patentgesetz 
In dor vom Anmetder etngeretchten Fassung veroffentticht 



48 290 



(i1) 148 290 

(il) WP A 23 J / 218 320 



Int.CI.3 

(44) 20.05.81 3(51) A 23 J 1/14 
(22) 07.01.80 



(71) Akademie der Wissenschaf ten der DDR, Berlin, DD 

(72) Bruckner, Jiirgen, Dr. Dipl.-Lebensmittelchem.j Kroll, 
Jiirgen, Dr. Dipl. -Lebensmittelchem. ; Mieth, Gerhard, Dr. 
Dipl.-Lebensmittelchem. ; Pohl, Joachim, Dr. 
Dipl.-Lebensmittelchem. , DD 

174) AdW^^der^DDR, FZ filr Molekularbiologie und Medizin, 

Zentralinstitut filr Ernahrung, BOro ftir Schutzrechte und 
Neuererwesen, 1505 Bergholz-Rehbrticke, Arthur-Scheunert- 
Allee 114-116 



(54) Verfahren zur Gewinnung von verf arbungsstabilen Proteinen 



(57) Die Erfindung bezieht sich auf die Gewinnung von verf arbungs- 
stabilen Proteinkonzentraten und -isolaten aus phenols^urehaltigen 

pflanzlichen Rohstoffen, vorzugsweise aus Sonnenb lumen -und 

Rapssamen sowie deren Verarbeitungsprodukten. Dxe Produkte dxenen 
zur nerstellung proteinangereicherter Lebensmittel oder sxmulxerter 
Proteinerzeugnisse. Der Erfindung liegt dxe ^ufgabe zugrunde 
spezifische Verf ahrensbedingungen aufzuzexgen, <3xe exner Oxydatxon 
phenol ischer Verbindungen entgegenwirken und^zu ^^^Hf^^tlTlr^ aus 
farbstabilen ProteinprSparaten fQhren. Erfxndungsgernafl werden_ aus_ 

schalenfreien Rohstoffen gewonnene ^^^^^^^JJ^"^^; bei eliSS 

mit einem Acylierungsmittel, ^orzugswexse Acetanhydrxd, bex exnem 
DH-Wert von 4 bis 6, sowie Salzkonzentratxonen von 3 bxs 10% a." 
KSlte umgeSetzt. Nach einer Reaktionszeit von mxndestens 6 h we r den 
Sie Irotline bei einem pH-Wert zwischen 3 und 4 gefSllt, durch 
Zentrifugieren abgetrennt, gewaschen und getrocknet. 
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Verfahren zur Gewinnunp; von verf arbunpirsstabilen Proteinen 
Anwendungsp:ebiet der Erfindungy 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von 
verf arbungsstabilen Proteinkonzentraten und — isolaten aus 
phenolsaurehaltigen pf lanzlichen Rohstoffen, vorzugsweise 
aus So nnenb lumen- und Rapssamen sov,fie deren Verarbeitungs- 
produkten* Die verf ahrensgemafi gewonnenen Produkte lassen 
sich fiir die Her ste Hung proteinangereicherter traditionel- 
ler Lebensmittel oder simulierter Proteinerzeugnisse fiir 
die menschliche Ernahrung einsetzen und zeichnen sich 
durch verbesserte organoleptische Eigenschaf ten aus. 

Charakterisierung der bekannten technischen Losunsen 

Bestimmte Pf lanzenproteine unterliegen, insbesondere im 
alkalischen oder neutralen Milieu, einer unerwiinschten 
Parbre version, die deren Gebrauchsvwert als Lebensmittel- 
Zusatzstoff einschrankt; das trifft insbe sonde re fiir 
Sonnenblumen- und Rapsproteine zu. Ursache dafiir ist deren 
Gehalt an Farbstoffen, die einmal aus Schalenpigmenten 
bestehen, zum anderen durch Oxydation von phenolischen 
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■Verbindungen gebildet und irreversibel an Proteine bun- 
den werden. Damit einher geht im weiteren eine Blockierung 
wertbestimmender funktioneller Gruppen, wie die des verfiig- 
baren Lysins, und es entstehen typische off-f lavour-Kompo- 
nenten. 

Es sind verschiedene Losungswege bescbrieben worden, vun 
solche Veranderungen einzuschranken bzw. zu verhindern. • 
Der Farbbeeintrachtigung durcb Schalenpigmente kann am 
besten durch vollstandige Schalenentf ernung begegnet 
werden. Das Verfahren der Wahl dafur stellt die Schalung 
mittels. Schlagleistenschalern und anschlieBende partielle 
Schalenabtrennung durch Windsichtung und Siebung, gegebe- 
nenfalls-in Verbindung mit einer vollstandigen Schalenab- 
trennung durch Sedimentation, Flotation oder im elektri- 
schen Feld dar» 

Auch fiir die Hintanhaltung der durch Oxydation der phenol- 
schen Verbindungen hervorgeruf enen Farbveranderungen sind 
verschiedene Verfahren bekannt geworden. Diese beruhen 
einmal darauf , dafi Phenolsauren, wie z. B, Chlorogensaure , 
aus den Ausgangsmaterialien (Samen, Schrote) oder Endpro- 
dukten (Isolate, Kornanteile ) , extraktiv entfernt werden. 
Dafiir verwendet man verschiedene Losungsmittel, speziell 
Alkohole, verdiinnte Salzsaure oder Wasser und deren Ge- 
mische. Die Extraktion wird im Batch-Verf ahren, im Gegen- 
stromverf ahren oder als kontinuierliche Diffusionsextrak- 
tion durchgefuhrt. Nachteilig dabei ist jedoch der hohe 
Extraktionsaufwand, da ein Teil der Chlorogensaure relativ 
fest an bestimmte Proteinfraktionen gebunden ist. Als wei- 
tere Nachteile sind die mit der Extraktion der Chlorogen- 
saure verbundenen Verluste an loslichen Proteinen, sowie 
der bei der Verwendung organischer Losungsmittel zu leisten- 
de Aufwand fiir deren Ruckgewinnung zu nennen. 

Andere Wege zur Losung der Verf arbungsproblematik gehen 
Proteinexktrakten aus und nutzen das unterschiedliche 
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Adsorptions- bzv^* Fallungsverhalten von phenolischen Ver- 
bindungen aus, um deren Abtrennung von Proteinen durch,- 
Zusatzstof f e , beispielsweise von Aluminium- oder Erdalka-* 



sind o^doch entweder rait dem Nachteil einer Mitadsorption 
von Proteinen oder einer Kontamination von Proteinen mit 
dem Adsorptionsmittel behaftet, wodurch Ausbeuteverluste 
resultieren, oder zusatzliche Reinigungsoperationen er- 
forderlich werden. 

Die Acylierung von organischen Substraten ist eine b^kannte 
Methode zur Herstellung entsprechender Derivate ; . das 
trifft gleichfalls fiir die Acetylierung oder Succinylierung 
von Aminqsauren und Proteinen zum Beispielsweise acety- 
liert man die Aminogruppen von freien essentiellen Amino- 
sauren, die Proteinen zur Supple me ntie rung zugesetzt 
werden, um deren Reaktion mit Carbonylen zu verhindern. 
In diesem Falle wird jedoch im Gegensatz zu Methionin 
und Threonin die Verf iigbarkeit von Lysin durch Blockierung 
von Aminogruppen stark eingeschrankt* 

GemaB der Patentschrif t DD WP 130 442 wird eine Modifi- 
zierung von Proteinen durch Acetylierung von Proteinen, 
vorzugsweise von Ackerbohnenproteinen, zwecks Verbesserung 
des Gelbildungsvermogens vorgenommen; dabei erfolgt spezi- 
ell eine Acetylierung der £ - Aminogruppen des Lysins. Ver- 
farbungen von phenolsaurehaltigen Proteinen werden durch 
die dort angofiihrte Behandlung nicht vermieden. 
AuBerdem spielt bei Ackerbohnenproteinisolaten eine Verfar- 
bung durch Oxydation phenolischer Verbindungen keine Rolle* 

Ziel der Erfindung 

Das Ziel der Erfindung besteht demzufolge in der Entwick- 
lung eines Verfahrens zur Gewinnung von verf arbungsstabilen 
Proteinen aus phenolsaurehaltigen pflanzlichen Rohstoffen, 
vorzugsweise Sonnenblumen- und Rapssaraen sowie deren. Ver- 



lisalzen oder Polyamiden zu erreichen. Diese Verfahren 
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fcrbeitungsprodukten, mit verbesserten f unktione lien, ins- 
besondere orsanoleptiscben ui£L ernahrungspbysiologischen 
Eieenschaften, die deren universe lien Einsatz in der 
Hucanernahruns ermoglichen. Der Erfindung liegt die Auf-. 
cube zugrunde, spezifische Bedingungen aufzuzeigen, die 
ciner Oxydation phenolischer Verbindungen entgegenwirken 
uni die Herstellung hellf arbiger , farbstabiler Protein- 
rrapurate gestatten. Gleichzeitig sollen dadurcH Prodxikte 
Bit euten anderen funktionell-anwendungstechnischen, organ- 
oleptisclien und ernahrungsphysiologischen Eigenscbaf ten 
er'r.alten werden. 

Darlerung des Wesens der Erfindung 

ErfindungsgemaB werden Proteine mit verbesserten funktio- 
nellen, insbesondere organoleptischen Eigenschaf ten, d. h. 
hellfarbige, farbstabile Produkte aus phenolsaurehaltigen 
pfianzlichen Rohstoffen, vorzugsweise Sonne nb lumen- und 
Rapssatnen sowie deren Verarbeitungsprodukten , dadurch ge- 
wonnen. daB nach einer weitgehenden Abtrennung der Schalen 
aus den Rohstoffen die Reaktivitat f arbbildender Inhalts- 
stoffe, speziell phenolischer Verbindungen, durch Umsetzung 
mit einem Acylierungsmittel , vorzugsweise Acetanhydrid , 
im sauren Milieu so beeinfluBt wird, daB die sonst im 
alkalischen Milieu ablaufende Oxydation unter Bildung 
eines farbgebenden chinoiden Systems verhindert wird. Es 
wurde natnlich gefunden, daB zur Blockierung phenolischer 
Hydroxy Igruppen, von phenolischen Verbindungen enthalten- 
den pfianzlichen Proteinrohstof f en, die Anhydride organi- 
scher Sauren, wie z. B. Acetanhydrid, pradistiniert sind. 
v;ahrend jedoch die bekannte Acetylierung von Proteinen 
bevorzugt bei pH-Werten zwischen 7-8 durchgefiihrt wird, 
v/obei eine Acetylierung an der ^ -Amino gruppe des Lysins 
erfolgt, wird erf indungsgemaB die Acetylierung von pheno- 
lischcn Verbindungen im sauren pH-Bereich zwischen pH 4 
und 6, vorzugsweise pH 5 , in der Kalte , vorzugsweise bei 
0-4 °C, ausgefiihrt,. wobei iiberwiegend Hydroxy Igruppen- 
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haltige Verbindungen verestert werden# Nach einer Reak- 
tionszeit von mindestens 6 h wird der pH-Wert aiif einen 
Wert von pH 3 bis 4 eingestellt, worauf die prazipitier- 
ten Proteine durch Zentrif ugieren abgetrennt, gewaschen 
\ind getrocknet werden. ^ 

Die bei der TJmsetzung erreichte Blockierung der Hydroxyl- 
gruppen fuhrt zu der oben beschriebenen V/irkung hinsicht- 
lich der Vermeidung der durch Oxydation von Phenolsauren 
hervorgerufenen Dunke If arbung der Proteinpraparate bzw« 
einer Parbre version wahrend der Verarbeitung. 
Das erf indungsgemaBe Verfahren ist insbesondere bei der 
Herstellupg von Proteinisolaten anwendbar, oedoch prinzi- 
piell auch auf Proteinkonzentrate iibertragbar , wobei sich * 
allerdings das Einsatzverhaltnis von Acylierungsmittel 
zu Protein aufgrund der Anwesenheit veresterbarer Kohlen- 
hydrate erhoht. 

Nach einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm des Verfahrens wird 
aus schalenfreien Olsaraenmehlen bzw. -extraktionsschroten 
mittels waBriger Elektrolytlosungen hoher lonenstarke 
bzw» Salzkonzentration von 3 bis 10 %, vorzugsweise 5 
vorzugsweise einer 3 bis 10 %igen Kochsalzlosung;, ein 
Proteinextrakt hergestellt. Diesem wird nach Abtrennung 
des Riickstandes, Sinstellung eines pH-Bereiches zwischen 
5 und 6 und Abkiihlen auf Teciperaturen unter 5 unter 
Riihren langsam Acethydrid zugesetzt, wobei ein Verhaltnis 
von Phenolsauren : Acetanhydrid wie 1 : 4 bis 1 : 20, 
vorzugsweise 1 : 8, gewahlt und durch Zugabe von verdiinnter 
Natronlauge der pH-Wert konstant gehalten wird* 

Es ist fiir die Erfindung wesentlich, daB die Acetylierung 
in einer sov^ohl Phenolsauren als auch Proteine enthalten- 
den v/aBrigen Elektrolytlosung hoher lonenstarke bzw. Salz- 
konzentration durchgefiihrt wird, da nur in diesem Palie 
elektrostatische Bindungen zvjischen Proteinen und Phenol- 
sauren so weit gelockert werden, daB eine vollstandige 

BEST AVAiLABLE COPY 

DC3CID: <DD 148290A_I_> 




21 832 0 ^ 

Veresterung letztgenannter Verbindungen erfolgt. Als 
Elektrolytlosungen kommen die wraBrigen Losungen der Alkali- 
salze ein- und mehrbasischer Sauren, vorzugsweise Natrium- 
chlorid, Natriumsulf at , Natriumsulfit und Natriumpho sphat 
in Frage. 

Wie weiterhin gefunden wurde , wirkt sich ein Zusatz nieder- 
molekularer Alkohole - vermutlich durch Spaltung von 
Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen Proteinen und Phenol- 
sauren - vorteilhaft im Hinblick auf einen quantitativen 
Umsstz bei der Acylierung der phenolischen Hydroxy Igruppen 
in Gegenwart prazipitierter Proteine aus. 

In einer weiteren Ausfiihrungsf orm des Verfahrens werden 
daher durch Zentrifuga-fcion prazipitierter Proteine anfal- 
lende Feuchtproteinisolate mit hiederen Alkoholen, vorzugs 
weise rait Methyl- oder Athylalkohol, im Verhaltnis 1 : 1 
bis 10 : 1, vorzugsweise 2 : 1 bis 5 : "1 » bezogen auf den 
Proteingehalt , versetzt; danach wird die Acetyiierung 
und Weiterverarbeitung in der obcn beschriebenen Weise 
durchgefuhrt. In diesem Falle kann auf eine Kuhlung 
wahrend der Acetyiierung verzichtet werden. 

Die Erfindung wird durch nachstehende Beispiele erlautert. 

Ausf iihrungsbei spie le 
Bei spiel 1 

50 g Rapsextraktionsschrot werden mit einer 5 %isen Koch- 
salzlosung angemaischt , und durch Riihren bei pH 6,0 wer- 
den daraus die Proteine extrahiert. Der Proteinextrakt 
wird' durch Zentrif ugieren von unloslichen Bestandteilen 
befreit und auf 3 °C abgekuhlt. Man stellt einen pH-Wert 
von 5,0 ein und gibt unter Ruhren tropfenweise 3 ml Ace - 
tanhydrid zu, wobei die vorgegebenen Reaktionsbedingungei 
(Temperatur, pH-W^e^rt). dujr5i^l?^p.:^,en bzw.... Zugabe von Natron- 
lauge konstant gehalten werden. Nach einer Reaktionszeit 
von einer Stunde wird die Kuhlung entfernt und das Ruhren 
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rUr 24 Stunden fortgesetzt. Danach trennt man das bei 
iH 3,5 gefallte Proteinisolat durch Zentrf ugieren ab 
und wascht es im Verhaltnis 1:5 V/asser. Nach Trock- 

nung erhalt man 8 g eines farbstabilen Proteinisolates. 

Beisplel 2 

50 £ schalenfreie Sonnenblumensamen warden mit 500 ml 
einer 10 %igen Kochsalzlosung angemaischt, und durch 
Riihren bei pH 7,0 werden die Proteine extrahiert. Der 
Proteinextrakt wird durch Zentrif ugieren abgetrennt und 
euf 3 abgekiihlt. Nach Einstellen auf pH 5^0 gibt man 
un^er Ruhren und Portsetzen der Kiihlung 3 tnl Acetanhydrid 
hinzu, wobei der pH-Wert konstant gehalten wird. Danach 
wird v;ie im Beispiel 1 verfahren. Man erhalt 3 g eines 
farbstabilen Proteinisolates^ 

Beispiel 3 

50 G durch Extraktion und Prazipitation nach Beispiel 1 
eus schalenf reiem Sonnenblumen-Extraktionsschrot isolier- 
tes Peuchtprotein werden mit 100 ml einer 5 %igen Koch- 
salzlosung angemaischt und mit 10 ml Athylalkohol ver- 
se tzt. Man stellt auf pH 5 ein und gibt unter Riihren 5 ml 
Acetanhydrid zu, wobei der vorgegebene pH-Wert durch Zu- 
satz von Natronlauge konstant gehalten wird. Nach einer 
Reaktionszeit von 6 Stunden werden die Proteine bei pH 
3,5 durch Zentrif ugieren abgetrennt, gewaschen und getrock- 
net. Man erhalt 6 g eines hellen, farbstabilen Proteiniso- 



lates* 
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Patentanspruche 



Verfahren zur Gewinnung von verf arbungsstabilen Protein- 
* isolaten aus phenolsaurebaltigen pflanalichen Protein- 
rohstoffen durch Extraktion von Proteinen und Acylieruns 
anwesender phenoliscber Verbindungen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB aus schalenf reien Rohstoffen, vorzugs- 
. weise schalenf reien Sonnenb lumen- und Rapssamen, gewon- 
nene Proteinextrakte oder Feuchtisolate mit einem Acy- 
lierungsmittel, vorzugsweise Acetanhydrid, bei pH 4 
bis 6, vorzugsweise pH 5, sowie Salzkonzentrationen von 
3 bis ^0 fo, vorzugsweise 5 Kalte , vorzugswexse 

bei 0 bis Mr °C, utDgesetzt warden, und daraus nach exner 
Reaktionszeit von mindestens 6 h durch Einstellung eines 
pH-Wertes zwischen 3 und 4 Proteine prazipitiert , durch 
Zentrifugieren abgetrennt, gewaschen und getrocknet 
werden« 

2. Verfahren nach Punkt ^ dadurch, gekennzeichnet , daB als 
Salzlosungen die Losungen der Alkalisalze ein- und mehr- 
basischer Sauren, vorzugsweise Hatriumchlorid, Nstrxum- 
sulfat, Natriumsulfit und Natriumphosphat , verwendet 
werden* 

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Acylierung von Feuchtproteinisolaten m Gegen- 
wart von niederen Alkoholen, vorzugsweise von Methyl- 
oder Athylalkohol. durchgefuhrt wird, wobei das Einsatz- 
verhaltnis von Protein zu Alkohol 1 : 1 bis 10 : 1, 
vorzugsweise 2 : 1 bis 5 « » betragt. 

4. Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Acetylieruns bei einem Verhaltnis von Phenol- 
sauren : Acetanhydrid von 1 : 4 bis 1 : 20, vorzugs- 
weise 1 : 8, durchgefuhrt wird. 
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